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商 要 :【 目 的) 探 完 家 乔 Bombyx mori 胚胎 发 育 早 期 卵 内 糖 代谢 与 滞 育 的 关系 。【 方 法 以 家 看 二 化 
es 活化 越 年 卵 为 材料 ,一 部 分 于 17%C 瞳 催 青 , 钴 化 后 常规 饲养 ,制备 非 滞 育 命运 卯 
(ND) ; 另 一 部 分 于 25%C 明 催 青 , 黎 化 后 常规 饲养 ,制备 滞 育 命运 稣 (DD ) ,再 用 盐酸 溶液 处 理 部 分 
DD 卯 制备 即时 浸 酸 卵 (IA) 。 在 卵 产 下 或 浸 酸 后 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 和 96 h 分 别 取 样 ,利用 
qRT-PCR 测定 家 看 煞 中 己 糖 激酶 (hexokinase ，HK) 磷酸 果糖 激酶 (phosphofructokinase，PFK ) 、 山 梨 
醇 脱 氢 酶 ( sorbitol dehydrogenase，SDH )、 磷 酸 烯 醇 式 丙酮 酸 北 激酶 (phosphoenolpyruvate 
carboxykinase, 由 和 海 演 糖 酶 (trehalase，TRE)5 种 糖 代 谢 相 关 酶 基因 的 mRNA 表达 水 平 , 利 
用 紫外 -可 见 分 光 光 度 法 测定 家 蚕 卵 中 这 5 种 酶 的 活性 。【 结 果 】 家 蚕 糖 酵 解 途径 关键 酶 已 糖 激酶 
( BmHK) 和 磷酸 果糖 激酶 (BmPFK ) ,以 及 糖分 解 代谢 关键 酶 山梨 醇 脱 氢 酶 (BmSDH-1 ) 和 海 荣 糖 酶 
(BmTRE) 在 ND 和 IA 中 的 mRNA 水 平和 活性 均 普遍 高 于 在 DD 中 的 ;而 糖 异 生 途 径 相关 的 磷酸 烽 
醇 式 丙酮 酸 北 激酶 (BmPEPCK) 在 DD 中 的 mRNA 水 平和 活性 均 高 于 在 ND 和 IA 中 的 。 【结论 】 结 
果 提 示 ,DD 因 胚 胎 滞 育 的 需要 ,胚胎 发 育 早期 卯 内 糖 代 谢 以 能 量 和 物质 的 贮存 为 主 ;而 ND IA 
由 于 胚胎 发 育 进 程 较 快 , 糖 代 谢 以 物质 分 解 代谢 为 主 。 本 研究 初步 揭示 了 家 看 卵 内 糖 代谢 与 灌 
的 关系 ,有 助 于 更 好 地 理解 家 看 灌 育 的 分 子 机 制 。 
关键 词 : 家 委 ; 卵 ; 滞 育 ; 糖 代 谢 ; 转录 水 平 ; 酶 活性 
中 图 分 类 号 : 0966 ”文献 标识 码 : A 。 ”文章 编号 : 0454-6296(2020 ) 12-1431-10 
Changes in the mRNA levels and activities of carbohydrate metabolism- 
related enzymes in the diapause-destined, non-diapause-destined and 


immediately acid-treated eggs of the bivoltine silkworm (Bombyx mori) 
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Abstract: [Aim) To clarify the relationship between carbohydrate metabolism and diapause during the 
early embryonic developmental stage in Bombyx mori. 【Methods】The activated hibernating eggs of 
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bivoltine B. mori strain Qiufeng were used as materials. Some were incubated under 17°C in darkness 
and fed normally to produce the non-diapause-destined eggs ( ND), and others were incubated under 
25C in natural circadian rhythm and fed normally to produce the diapause-destined eggs ( DD), part of 
which were further treated with HC] solution to produce the immediately acid-treated eggs (IA). Samples 
were collected at 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72, and 96 h, respectively, after oviposition or acid treatment. 
The mRNA levels of genes of five carbohydrate metabolism-related enzymes including hexokinase ( HK), 
phosphofructokinase ( PFK ), sorbitol dehydrogenase ( SDH ), phosphoenolpyruvate carboxykinase 
(PEPCK) and trehalase (TRE) in B. mori eggs were detected by qRT-PCR, and the activities of the 
five enzymes in B. mori eggs were assayed by ultraviolet visible spectrophotometry. [Results) The overall 
mRNA levels ( BmHK ) 
phosphofructokinase ( BmPFK ) ，and the key enzymes of glycometabolism, sorbitol dehydrogenase 
(BmSDH-1) and trehalase (BmTRE), in ND and IA of B. mori were higher than those in DD, while 
the mRNA levels and activities of phosphoenolpyruvate carboxykinase ( BmPEPCK ) 


and activities of the key enzymes of glycolysis, hexokinase and 


related to 
gluconeogenesis in DD were higher than those in ND and IA. 【Conclusion 】The results suggest that in 
the early embryonic developmental stage of DD, carbohydrate metabolism is mainly towards energy and 
material storage for diapause, while in ND and IA, carbohydrate metabolism is mainly towards material 
catabolism due to fast embryonic development. This study has preliminarily uncovered the relationship 
between carbohydrate metabolism and diapause of B. mori, being beneficial to better understand the 
molecular mechanisms of diapause of B. mori. 


Key words: Bombyx mori; egg; diapause; carbohydrate metabolism; transcriptional level; enzymatic 


activity 


潍 育 是 指 昆 虫 在 卵 幼虫 、 肾 等 不 同 发 育 时 期 所 
发 生 的 个 体 发 育 进度 变 缓慢 的 现象 ( Renfree， 
2015 ) ,是 昆虫 对 环境 条 件 长 期 适应 的 结果 。 滞 育 
不 仅 能 够 帮助 昆虫 度 过 恶劣 的 生存 环境 ,维持 种 群 
的 生存 ,而 且 可 以 促使 种 群发 育 整齐 ,增加 其 交配 的 
机 会 ,有 利于 种 群 的 繁衍 ( 王 力 刚 等 , 2011 ) 。 

家 看 Bombyx mori 是 典型 的 以 卵 滞 育 的 昆虫 ， 
在 原 肠 胚 阶段 发 生 沾 育 (Yamashita and Yaginuma， 
1991)。 人 研究 表明 ,对 二 化 性 家 看 在 胚胎 阶段 进行 
25 避 催 青 ,其 子 代为 滞 育 命运 卵 ;15Y 催 青 , 其 子 代 
为 非 滞 育 命运 卵 ;20% 催 青 并 进行 长 光照 , 子 代 为 非 
清 育 命运 卵 , 短 光 照 则 子 代 为 滞 育 命运 卵 ( Nakagaki 












































和 糖 异 生 等 途径 ,而 这 些 途 径 又 是 由 一 系列 酶 促 反 
应 构成 的 。 例 如 ,在 糖 酵 解 途径 中 己 糖 激酶 
(hexokinase，HK ) 能 够 促进 磷酸 基 团 的 转移 ,将 葡 
萄 糖 磷酸 化 生成 6- 磷酸 葡 萄 糖 ,HK 活性 的 升 高 有 
助 于 家 和 蛋 胚 胎 的 发 育 ,是 家 看 发 育 的 关键 调节 剂 
(Lin and Xu,，2016 ); 磷酸 果糖 激酶 
(phosphofructokinase ，PFK ) 负责 催化 6- 磅 酸 果糖 磅 
酸化 生成 1,6- 二 磷酸 果糖 ,是 家 至 卵 在 涡 育 过 程 中 
糖 原 分 解 为 终 产 物 甘油 或 海 汇 糖 时 起 主要 作用 的 酶 
( Kageyama and Ohnishi，1971 ) 。 在 糖 异 生 途 径 中 ， 
磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 羧 激酶 (phosphoenolpyruvate 
carboxykinase，PEPCK ) 可 以 推动 草 酰 乙酸 进一步 转 


















































et al., 1991)。 家 盔 胚 胎 在 发 育 过 程 中 伴随 着 大 量 
的 细胞 分 裂 和 生长 ,其 中 ,具有 混 育 命 运 的 家 素 卵 在 
产 下 后 72 h(25 ) 细 胞 分 裂 速 度 变 缓 并 维持 在 G2 
期 ,进而 逐渐 开始 进入 浪 育 状态 ( 梁 瀚 清 等 , 2014 ) 。 
家 符 卵 一 旦 进入 沛 育 , 只 有 经 过 一 定 的 化 学 或 物理 
刺激 如 浸 酸 、 摩 控 等 才能 解除 沛 育 。 

清 育 的 发 动 和 解除 伴随 着 大 量 代谢 活动 的 进行 
(吴华 静 , 2018)。 糖 代谢 是 家 看 发 育 过程 中 存在 较 
为 广泛 的 一 种 基础 代谢 ,包括 糖 的 分 解 代谢 和 合成 
代谢 ,主要 涉及 糖 醇 解 .柠檬 酸 循环 磷酸 戊 糖 循环 


























变 为 磷酸 炳 醇 式 丙酮 酸 ,进而 促进 丙酮 酸 异 生 为 葡 
萄 糖 ,使 得 葡萄糖 作为 能 源 物质 在 漫长 的 洲 育 期 被 
缓慢 利用 (王涛 , 2018 ) ;家 不 山梨 醇 脱 氧 酶 ( sorbitol 
dehydrogenase，SDH) 是 调节 山梨 醇 代谢 的 关键 酶 ， 
山梨 醇和 甘油 能 作为 防冻 剂 帮助 在 卵 度 过 冬天 寒冷 
的 环境 条 件 , 随 着 滞 育 的 终止 ,山梨 醇 在 SDH 催化 
下 转化 为 糖 原 , 为 细胞 生长 提供 能 量 ( 蒋 涛 等 ， 
2017) 。 海 藻 糖 酶 (trehalase，TRE ) 能 够 水 解 海 莹 糖 
生成 葡萄 糖 ,而 葡萄 糖 是 家 和 蛋 进 行 糖 酵 解 的 原料 ， 
TRE 对 海江 糖 代 谢 和 家 春 卵 的 越冬 、 涡 育 、 儿 丁 质 





















































12 其 许 理 等 : 二 化 性 家 不 滞 育 、 非 滞 育 和 即时 温 酸 卵 中 糖 代谢 相关 酶 mRNA 水 平和 活性 的 变化 1433 

















的 合成 以 及 竞争 适应 有 关 ( 沈 兴 家 等 , 2016) 。 但 
是 ,家 大 的 涡 育 性 与 卵 内 糖 代谢 反应 关联 性 的 研究 
仍 较 少 , 尚 不 清晰 。 

为 了 探究 家 和 在 豚 胎 发 育 早期 卵 内 糖 代 谢 与 清 育 
的 关联 性 ,了 解 家 乍 豚 胎 发 育 早期 卵 内 糖 代 谢 相 关 
酶 的 表达 调控 特性 ,本 研究 以 家 看 二 化 性 品种 “ 秋 
丰 ” 为 材料 ,制备 清 育 命运 卵 ( diapause-destined eggs， 
DD) 、 非 滞 育 命运 卵 (non-diapause-destined eggs， 
ND) 和 即时 浸 酸 卵 (immediately acid-treated eggs， 
IA) ,分 别 从 基因 转录 水 平和 酶 活性 水 平分 析 了 家 
和 双 胚 胎 发 育 早期 卵 内 几 种 糖 代谢 相关 酶 表达 水 平 的 
变化 ,以 期 为 深入 阐明 家 大 的 滞 育 机 制 提 供 参考 。 
1 材料 与 方法 
1.1 供 试 昆虫 

家 看 二 化 性 品种 “ 秋 丰 ”由 本 实验 室 保存 。 以 
家 看 二 化 性 品种 “ 秋 丰 ”活化 越 年 看 卵 ( 丙 2 期 胚 

台 ) 为 材料 ,一 部 分 看 卵 采 用 17% 暗 催 青 ,孵化 后 常 

规 新 鲜 桑 叶 饲 养 , 羽 化 后 蛾 区 内 交配 产 卵 ,制备 非 浪 
育 命运 卵 ( ND) ; 男 一 部 分 卵 25Y 明 催 青 , 孵 化 后 常 
规 新 鲜 桑 叶 饲 养 ,羽化 后 蛾 区 内 交配 产 卵 ,制备 滞 育 
命运 卵 (DD) 。 将 一 部 分 DD 在 产 下 后 经 25Y 保护 
20 h ,随后 用 密度 1. 075 gmL 温度 为 467 的 盐酸 
溶液 浸泡 5 min ,漂洗 后 获得 即时 温 酸 卵 (IA),IA 从 
漫 酸 后 计算 其 发 育 时 间 。IA 在 漫 酸 前 的 发 育 同 
DD ,为 浪 育 发 育 ; 漫 酸 后 打破 看 卵 浪 育 ,胚胎 继续 发 
育 ,与 ND 类 似 。3 种 家 春 卵 分 别 在 卵 产 下 或 即时 
漫 酸 后 0, 2, 6, 12, 24, 48, 72 和 96 h 取样 ， 
-80Y 保存 备用 。 
1.2 主要 试剂 

TRIzon 总 RNA 提取 试剂 盒 .HiFiScript gDNA 
Removal RT MasterMix 反 转 录 试 剂 合 和 UltraSYBR 
Mixture 试剂 盒 均 购 自 江 苏 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公 
司 , 酶 活性 检测 试剂 盒 购 自 苏州 科 铭 生物 有 限 公司 。 
1.3 cDNA 合成 

1.1 节 中 ND, DD 和 1IA 3 种 家 答 卵 样品 分 别称 
取 0.100 g, 用 液 氮 研磨 ,加 入 TRIzon 提取 总 RNA， 
电泳 检测 总 RNA 质量 , 反 转 录 合成 cDNA, -20% 保 
存 备用 。 
1.4 qRT-PCR 检测 

利用 Oligo 7.0 软件 根据 家 大 基因 组 中 的 基因 
序列 设计 引物 ( 表 1) ,引物 委托 浙江 尚 亚 生物 技 术 
有 限 公 司 合 成 。 选 择 家 在 己 糖 激 酶 基因 BmHK 
(GenBank 登录 号 : XM_004923446 ) 、 磷 酸 果糖 激酶 


















































基因 BmPFK (GenBank 登录 号 : NW_004582016.1) 、 
磷酸 烦 醇 式 丙 酮 酸 羧 激酶 基因 BmPEPCK 
(GenBank 登录 号 : XM_021353172 ) .山梨 醇 脱 氧 酶 
基因 BmSDH-1 (GenBank 登录 号 : D13371 ) 和 海藻 
糖 酶 基因 Bm7TRE (CenBank 登录 号 : S73271 ) 进行 
qRT-PCR 检测 ,以 家 看 BmActiin-3 ( GenBank 登录 
号 : X04507 ) 为 内 参 基 因 。 


表 1 qRT-PCR 引物 
Table 1 qRT-PCR primers 

















基因 引物 序列 (5 -37) 
Genes Primer sequences 
ee F: CGGAATGGACGGGGTTGATGTG 
时 R: CAGCGACCAGAGTGCCAGTTG 

F: GCGGCTCTCATAAAGGCAAGGG 
BmPFK 

R: ACTGATCGCACAGCGGCATTC 

F: GGGTGGGGTGTGGTGGGAAG 
BmPEPCK 

R: TGGATGTGCAGCCGGAGTTTTC 

F: GGTGTTGGTGGTCGGCATAGC 
BmSDH-1 

R: AGGGCGGGCTGGTACGTG 

F: CGCCGACTTGCATCAGACCAG 
BmTRE 

R: GGCGGACAGTGTTGCGTTCTC 

F: CAAGGCCAACAGAGAGAAGA 
BmActin-3 


Ee 


: GATGGTGATGACCTGACCGT 

反应 体系 (20 pL): 2 xSYBR Premix Ex Taq JI 
10.0 pL, 50 x ROX Reference Dye 0.4 pL, cDNA 溶 
液 2.0 pL, 正 反 向 引物 (10 jvmol/L) 各 0. 8 pL， 
ddH,0 6.0 pL。 扩 增 程 序 . 95%C 5 min; 95%C 10 s， 
60%C 30 s, 共 40 个 循环 。 设置 3 个 生物 学 重复 。 
在 LightCycler!® 96 欧 光 定量 PCR 仪 (Roche) 上 运 
行 。 基 因 的 相对 表达 量 用 2-^^" 表 示 。 
1.5 糖 代谢 相关 酶 的 提取 和 活性 测定 

(1) 将 酶 基因 名 称 输入 UniProt 网 站 (https: / 
www. uniprot. org/ database ) ,获得 该 酶 基因 的 登录 号 
( 见 1.4 节 );(2) 将 酶 基因 登录 号 输入 NCBI 网 站 
(https: /www. ncbi. nlm. nih. gov/guide/ proteins/ ) 中 
进行 查阅 ,General protein information 部 分 会 显示 出 
该 酶 蛋白 的 酶 学 编号 ; (3) 根据 酶 学 编号 ,选择 酶 活 
性 检测 试剂 盒 ,以 确保 所 测定 的 酶 与 酶 基因 完全 对 
应 。 取 1.1 节 中 ND, DD 和 IA 3 种 家 和 蛋 卵 样品 分 
别称 取 0. 100 g, 用 电动 组 织 勺 浆 需 进 行 冰 浴 匀 浆 ， 
提取 粗 酶 后 用 紫外 分 光 光 度 法 (Zhao and Shi， 
2010) 分 别 测定 家 春 己 糖 激 酶 (HK, EC 2.7.1.1)、 
磷酸 果糖 激酶 (PFEK，EC 2.7. 1. 11) 磷酸 烦 醇 式 丙 
酮 酸 羧 激 酶 (PEPCK，EC 4.1.1.32) 山梨 醇 脱氧 酶 
(SDH-1，EC 1.1.1.14) 和 海藻 糖 酶 (TRE,， EC 
3.2.1.28) 的 活性 ,进行 3 次 独立 试验 。 其 中 , HK 
的 活性 单位 为 每 mg 组 织 蛋 白 每 分 钟 生 成 1 nmol 的 
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NADPH;PFK 的 活性 单位 为 每 mg 组 织 蛋 白 每 分 钟 
消耗 1 nmol 的 NADH ;PEPCK 的 活性 单位 为 每 mg 
组 织 蛋 白 每 分 钟 消耗 1 nmol NADH; SDH-1 的 活性 
单位 为 每 mg 组 织 和 蛋白 每 分 钟 生 成 1 nmol NADH; 
TRE 的 活性 单位 为 每 mg 组 织 蛋 白 每 分 钟 催化 生成 
1 nmol 和 葡萄糖 。 
1.6 数据 分 析 

应 用 SPSS 26.0 软件 进行 统计 学 分 析 ,实验 数 
据 用 平均 数 + 标准 误 (SE) 表 示 , 采 用 Graphpad 
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Prism 5.0 和 Excel 软件 作 图 ,采用 Duncan 氏 多 重 比 
较 方法 检验 3 组 看 卵 间 差异 显著 性 ,P <0.05 则 认 


























为 差异 显著 。 
2 结果 


2.1 BmHK 的 mRNA 水 平和 活性 的 变化 

从 qRT-PCR 分 析 结 果 ( 图 1: A) 可 以 看 出 ,0 ~ 
96 bh 内 ,BmHK 基因 在 家 奉 即 时 温 酸 卵 (IA)、 非 浪 
育 命运 卵 (ND) 和 潍 育 命运 卵 ( DD) 中 的 表达 水 平 始 
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家 符 滞 育 命运 卵 LDD) 、 非 沾 育 命运 卵 ( ND) 和 即时 浸 酸 卵 (IA) 中 BmHK 的 mRNA 水 平 (A) 和 活性 (B) 
mRNA levels (A) and activities (B) of BmHK in the diapause-destined eggs ( DD), 


non-diapause-destined eggs (ND) and immediately acid-treated eggs (1A) of Bombyx mori 








非 滞 育 命运 


二 化 性 家 蚕 卵 分 别 以 17% 暗 催 青 ,孵化 后 常规 饲养 , 制 
酸 卵 (IA) 。 在 卵 产 下 或 即时 浸 酸 后 0, 2, 6, 12, 24, 48 , 72 


市 月 








卵 (ND) ;25% 明 4 
和 96 bh 分 别 取样 。 不 同 春 卵 中 的 mRNA 水 平 以 0 h DD 中 的 表达 量 为 基准 。 图 














青 ,孵化 后 常规 饲养 ,制备 滞 育 命运 卵 (DD ) 卵 和 即时 浸 
中 























数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 柱 上 不 同 字 母 表 示 经 Duncan 氏 多 重 比较 后 差异 显著 (已 < 0. 05 ) 。The eggs of bivoltine B. mori strain were incubated 
under 17°%C in darkness and fed normally to make non-diapause-destined eggs ( ND). In the other group, eggs were incubated under 25°C in natural 
circadian rhythm and fed normally to make diapause-destined eggs ( DD) and immediately acid-treated eggs (IA), respectively. Samples were collected 


at 0,2,6,12,24,48,72, and96 h, respectively, after oviposition or being immediately acid-treated. The mRNA levels in different kinds of eggs were 





normalized to those in the diapause-destined eggs at 0 h. Data in the figure are mean + SE, and different letters above bars mean significant difference by 


Duncan’ s multiple range test (P<0.05). 下 图 同 The same for the following figures. 
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终 是 IA > ND > DD, DD 中 的 与 IA 和 ND 中 的 差异 
显著 (P <0.05), 其 中 DD 中 BmHK 的 表达 水 平 最 
低 ,在 0 -24 h 呈现 逐渐 上 升 趋势 ,24 h 后 逐渐 下 
调 ;ND 中 BmHK 的 表达 水 平 处 于 中 间 , 在 0 -24 h 
呈现 逐渐 上 调 的 趋势 ,但 在 48 h 时 有 所 下 降 ,72 h 
时 再 次 上 升 并 达到 峰值 ,96 h 时 下 调 至 最 低 值 ;IA 
中 BmHK 的 表达 水 平 最 高 ,在 6 h 时 就 达到 较 高 水 
平 ,72 h 时 上 升 至 最 高 值 ,然后 开始 下 降 。 

BmHK 活性 测定 结果 (图 1: B) 与 qRT-PCR 结 
果 吻 合 ,家 丰 IA,，ND 和 DD 中 BmHK 活性 始终 是 
IA>ND>DD, 且 DD 中 的 与 IA 和 ND 中 的 差异 显著 
(P<0.05)。BmHK 活性 在 DD 中 呈现 出 “上 升 -下 
降 ” 的 趋势 ,在 24 h 时 活性 最 高 ;在 IA 和 ND 中 都 
呈现 出 “上 升 -下 降 - 上 升 - 下 降 ” 的 趋势 ,尤其 是 在 
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72 h 时 活性 最 高 。 
2.2 ”BmPFK 的 mRNA 水 平和 活性 的 变化 
qRT-PCR 分 析 结 果 ( 图 2: A) 显 示 , BmPFK 在 
家 和 看 即时 浸 酸 卵 (IA) 、 非 潍 育 命运 卵 ( ND) 和 滞 育 
命运 卵 (DD ) 中 的 表达 水 平 为 IJA > ND > DD, 其 中 
DD 和 ND 中 BmPFK 表达 水 平 相对 较 低 且 变 化 趋势 
相似 , 即 在 0 -48 h 逐渐 上 升 ,48 h 后 逐渐 下 降 ;IA 
中 BmPFK 的 表达 在 浸 酸 处 理 后 2 h 时 迅速 上 调 , 与 
浸 酸 前 (0 h) 差 异 显著 (P<0.05) , 且 在 12 -48 内 
维持 高 水 平 ,在 72 h 开始 表达 水 平 逐 渐 下 降 。 
BmPFK 活性 变化 趋势 (图 2: B) 与 qRT-PCR 结 



























































果 基 本 一 致 ,在 DD 中 呈 波 动 式 变化 ,在 ND 中 呈现 
“上 升 -下 降 ” 的 变化 趋势 ,在 IA 中 呈现 “上 升 -平稳 - 
下 降 ” 的 变化 趋势 。 
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图 2 


家 看 潍 育 命运 卵 ( DD) 、 非 沾 育 命运 卵 ( ND) 和 即时 温 酸 卵 (IA) 中 BmPFK 的 mRNA 水 平 (A) 和 活性 (B) 


Fig. 2 mRNA levels (A) and activities (B) of BmPFK in the diapause-destined eggs (DD), 


non-diapause-destined eggs (ND) and immediately acid-treated eggs (1A) of Bombyx mori 
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2.3 ”BmPEPCK 的 mRNA 水 平和 活性 的 变化 

qRT-PCR 分 析 结 果 ( 图 3: A ) 显 示 , BmPEPCK 
在 家 看 即时 温 酸 卵 (1A) . 非 清 育 命运 卵 (ND ) 和 滞 
育 命运 卵 ( DD) 的 表达 水 平 为 :在 DD 中 0 -72h 变 
化 不 大 ,96 h 显著 升 至 最 高 值 (P<0.05) ;在 ND 中 
0 -2 h 在 较 高 水 平 ,6 -72 h 降低 并 稳定 在 低 水 平 ， 
72 h 后 显著 升 高 (P <0.05) ;在 IA 中 0 -2 h 表达 水 
平 较 高 ,6 -72 h 降低 并 稳定 在 低 水 平 ,96 h 后 达到 
峰值 。 

BmPEPCK 活性 测定 结果 (图 3: B) 与 BmPEPCK 






































2.4 BmSDH-1 的 mRNA 水 平和 活性 的 变化 

qRT-PCR 分 析 结 果 ( 图 4: A) 显 示 , BmSDH-1 
在 家 午 即 时 浸 酸 卵 (IA) , 非 滞 育 命运 卯 LND ) 和 浪 
育 命运 型 卵 (DD ) 中 表达 水 平 为 IA > ND > DD ,其 中 
在 DD 中 的 为 先 下 降 后 上 升 ,6 -48 h 趋 于 平稳 ,从 
72 h 后 逐渐 下 调 ;在 ND 中 的 为 先 上 升 ,12 -48 h 趋 
于 平稳 ,从 72 h 后 逐渐 上 调 ;在 IA 中 的 为 2 h 时 迅 
速 显 著 上 调 并 维持 在 高 水 平 ,96 h 时 再 次 显著 上 调 
(P<0.05)。 

BmSDH-1 在 家 和 在 IJA,ND 和 DD 中 活性 测定 结 






























































表达 水 平 的 变化 趋势 较 一 致 , 且 在 3 种 家 看 卵 的 变 
化 趋势 也 较 一 致 , 呈现 出 上升- 下降 -上 升 " 的 变化 
趋势 。 




















果 ( 图 4: B) 与 qRT-PCR 结果 一 致 ,为 IJA>ND > 
DD ,在 DD 中 呈现 出 “上 升 -下 降 ” 的 趋势 ;在 ND 和 
IA 中 为 在 2 h 上 升 后 ,保持 平稳 。 
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图 3 家 看 滞 育 命运 
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卵 (DD) ` 非 滞 育 命运 卵 (ND) 和 即时 浸 酸 卵 (IA) 中 BmPEPCK 的 mRNA 水 平 (A) 和 活性 (B) 
Fig. 3 mRNA levels (A) and activities (B) of BmPEPCK in the diapause-destined eggs (DD ) ， 





non-diapause-destined eggs (ND) and immediately acid-treated eggs (IA) of Bombyx mori 
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图 4 家 看 滞 育 命运 卵 (DD) 、 非 滞 育 命运 卵 (ND) 和 即时 温 酸 卵 (1A) 中 BmSDH-l 的 mRNA 水 平 (A) 和 活性 (B) 
Fig. 4 mRNA levels (A) and activities (B) of BmSDH-1 in the diapause-destined eggs (DD), 


non-diapause-destined eggs (ND) and immediately acid-treated eggs (1A) of Bombyx mori 





2.5 BmTRE 的 mRNA 水 平和 活性 的 变化 

qRT-PCR 分 析 结 果 ( 图 5: A) 显示 ,BrmTRE 在 
家 看 即时 温 酸 卵 (IA) 、 非 沾 育 命运 卵 (ND) 和 滞 育 
命运 卵 (DD) 中 表达 水 平 为 ND >IA > DD, 在 DD 中 
最 低 ,在 0 -12h 和 72 -96h 的 变化 幅度 较 小 ,但 在 
24 -48 h 的 表达 水 平 较 高 ;在 ND 中 的 为 在 0-24 h 
基本 呈现 出 上 升 趋势 ,24 h 后 逐渐 下 降 ; 在 IA 中 ， 
12 hp 达到 峰值 ,其 后 虽 有 下 降 , 但 仍 维持 在 较 高 
水 平 。 

BmTRE 活性 测定 结果 (图 5: B) 与 qRT-PCR 分 
析 结 果 基 本 一 致 ,总 体 上 为 ND >IA>DD,0-96h 
三 者 差异 显著 (P <0.05) , 且 在 12 h DD 中 与 在 其 
他 2 种 卵 中 的 差异 极 显著 (P<0.01)。 


3 讨论 


家 看 是 典型 的 鳞 翅 目 模 式 生 物 , 根 据 自 然 条 件 
下 一 年 发 生 的 世代 数 将 家 看 分 为 一 化 性 、 二 化 性 和 















































多 化 性 ( 吕 鸿 声 ,，1991) ,其 中 二 化 性 品种 子 代 潍 育 
性 受 亲 代 胚胎 期 环境 条 件 的 调控 ( 黄 君 霆 , 2003 ) 。 
研究 显示 ,不 同 沾 育 性 看 卵 的 糖 代 谢 水 平 会 有 所 不 
同 ( 蒋 涛 等 , 2017) ,但 是 对 于 卵 内 糖 代谢 水 平 与 滞 
育 的 关系 还 没有 系统 的 研究 ,为 此 我 们 分 析 了 来 自 
家 不 二 化 性 品种 的 灌 育 命运 卵 (DD) 、 非 滞 育 命运 卵 
(ND) 和 即时 漫 酸 卵 (IA) 中 糖 醉 解 、 糖 异 生 相关 酶 
以 及 常见 的 昆虫 特异 性 糖 代谢 相关 酶 的 基因 转录 水 
平 及 活性 变化 。 

本 研究 选取 了 糖 酵 解 相关 酶 HK 和 PFK ,通过 
分 析 其 在 二 化 性 家 春 不 同 处 理 看 卵 中 表达 水 平 , 进 
一 步 探 索 了 糖 酵 解 与 家 乍 清 育 的 关联 。HK 广泛 存 
在 于 兰 椎 动物 和 无 脊椎 动物 中 ,包括 4 种 不 同 的 亚 
型 ,在 进化 上 高 度 保守 并 与 多 种 生理 活动 密切 相关 
( 姚 金 美 等 , 2016)。 在 本 研究 中 ,家 不 ND 和 IA 中 
BmHK 的 mRNA 水 平 相 比 DD 中 的 均 显 著 上 调 , 且 
ND 和 IA 中 BmHK 的 mRNA 水 平 在 72 h 达到 最 大 
























































1438 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


63 卷 





mRNA 水 平 
mRNA level 





产 卵 后 时 间 / 温 酸 时间 (h) 


Time after oviposition /acid treatment 


酶 活性 (U/g pro) 
Enzymatic activity 


12 





96 


24 48 72 


产 卵 后 时 间 / 温 酸 时 间 (h) 


Time after oviposition /acid treatment 





图 5 家 春灌 育 命 运 卵 (DD) 、 非 滞 育 命运 卵 (ND) 和 即时 温 酸 卵 (IA) 中 BmTRE 的 mRNA 水 平 (A) 和 活性 
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B) 


Fig. 5 mRNA levels (A) and activities (B) of BmTRE in the diapause-destined eggs (DD), 


non-diapause-destined eggs (ND) and immediately acid-treated eggs (1A) of Bombyx mori 


值 (图 1) ,说 明 ND 和 IA 的 胚胎 发 育 迅 速 ,需要 通 
过 大 量 的 HK 催化 葡萄 糖 发 生 磷酸 化 ,为 ATP 的 生 
成 提供 底 物 ,其 体内 糖 酵 解 代谢 活跃 。Castro-Sosa 
等 (2017 ) 在 果 蝇 (Drosophilidae ) 中 也 发 现 , 非 沾 育 
型 晴 中 HK 表达 水 平 显 著 高 于 滞 育 型 师 ( 李 妆 平 等 ， 
2000) 。 推 测 家 看 ND 和 IA 中 BmHK 活性 显著 高 于 
DD 的 原因 可 能 与 6- 人 磷酸 和 葡萄糖 的 产生 有 有关, 研究 
表明 ,HK 能 够 催化 葡萄 糖 的 磅 酸化 ,产生 6- 伙 酸 葡 
萄 糖 ,6- 父 酸 葡 萄 糖 能 够 为 糖 酵 解 终 产物 丙酮 酸 的 
生成 提供 底 物 ,从 而 促进 看 卵 的 发 育 。 男 外 ,HK 在 
涡 育 解除 过 程 中 还 能 催化 葡萄 糖 转化 为 氨基 酸 、 脂 
肪 等 物质 ,产生 大 量 能 量 , 促 进 家 乍 胚胎 头 部 和 胸 节 
的 分 化 ( 范 兰 芬 等 , 2011 ) 。 李 妆 平 等 (2000 ) 对 松 
针 瘦 蚊 Thecodiplosis japonensis 越冬 期 间 体 内 HK 活 
性 的 研究 显示 清 育 越冬 期 间 HK 的 酶 活力 较 低 ,这 
一 结果 与 本 研究 结果 相似 ,表明 HK 的 表达 水 平和 
昆虫 的 清 育 性 密切 相关 。 

PFK 是 糖 酵 解 途径 的 限 速 酶 ,可 分 为 两 种 : 
PFK1 催化 的 产物 为 1,6- 二 磷酸 果糖 ,PFK2 的 催化 
产物 为 果糖 -2 ,6- 双 磷酸 。 本 研究 中 ,3 组 家 看 卵 的 





































































































BmPFK 表达 水 平 有 显著 差异 ,DD 中 BmPFK 表达 水 
平 显 著 低 于 其 余 两 种 卵 中 的 (图 2) ,说明 ND 和 1IA 
卵 的 胚胎 需要 通过 糖 酵 解 生成 1,6- 二 磷酸 果糖 和 
ATP, 以 满足 其 快速 发 育 需 求 。 成 卫 宁 等 (2009 ) 关 
于 麦 红 吸 浆 虫 Sitodiplosis mosellana 清 育 的 研究 也 同 
样 发 现 ,PFK 活性 在 滞 育 前 后 差异 显著 , 清 育 后 PFK 
活力 降低 , 清 育 解除 后 PFK 活力 升 高 。 本 研究 中 推 
测 ND 和 IA 中 BmPFK 表达 水 平 显 著 高 于 DD 的 原 
因 可 能 与 1,6- 二 磷酸 的 生成 有 关 。 大 量 试验 证 明 ， 
PFK 能 够 催化 6- 伙 酸 果 糖 的 磷 酰 基 移 位 产生 1,6- 
二 磷酸 果糖 ,1,6- 二 磷酸 果糖 作为 中 间 产 物 为 糖 酵 
解 的 底 物 水 平 磷酸 化 提供 原料 ,促进 ATP 的 形成 ， 
为 家 看 胚胎 发 育 提 供 能 量 。 在 本 研究 中 DD 中 
BmPFK 表达 水 平 在 产 卵 后 48 h 时 突然 出 现 峰 值 
(图 2) ,这 可 能 与 此 时 DD 胚胎 的 胚 盘 快 速 发 育成 
匙 状 胚胎 ( 吕 鸿 声 ,，1991) ,出 现 短 暂 的 细胞 分 裂 速 
度 加 快 ,机 体 消 耗 的 能 量 增 多 有 关 。 据 报道 , 果 蝇 中 
PFK 基因 的 突变 会 对 沛 育 的 解除 产生 不 利 影响 ,该 
现象 与 果 晶 的 PFK 基因 中 存在 缺 氧 反应 元 件 
(HRE) 有 关 , 该 元 件 能 够 在 机 体 缺 氧 的 条 件 下 促进 
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卵黄 发 育 , 有 利于 清 育 的 解除 ( 陶 萍 和 吴 耀 生 ， 
2006; Zhai et al., 2016 ) ,推测 家 不 PFK 基因 中 可 能 
也 存在 这 样 的 调控 元 件 在 影响 家 和 蛋 的 清 育 性 。 

PEPCK 是 调节 糖 异 生 的 关键 酶 ,催化 糖 异 生 的 
第 一 步 ,也 是 限 速 步骤, 能够 协助 在 需要 能 量 的 活动 
中 动员 能 量 底 物 ,对 维持 体内 葡萄 糖 稳定 至 关 重 要 
( 蒋 雯 卿 , 2011)。 本 研究 中 ,家 和 大 DD 中 BmPEPCK 
的 mRNA 水 平 比 ND 和 IA 中 的 上 调 ( 图 3) ,推测 可 
能 与 磷酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 合成 有 关 , 通过 糖 异 生 过 程 
储存 更 多 能 量 以 满足 次 年 解除 滞 育 后 胚胎 发 育 的 

研究 表明 ,PEPCK 能 够 催化 草 酰 乙 酸 发 生 反应 
生成 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 ,为 糖 异 生 终 产物 葡萄 糖 的 
生成 提供 反应 原料 ,从 而 为 清 育 期 豚 胎 的 发 育 储 备 
能 量 。 严 盘 等 (2009 ) 发 现 清 育 果 晶 中 PEPCK 的 活 
性 显著 高 于 非 清 育 果 蝇 ,与 我 们 的 研究 结果 一 致 ,证 
实 了 家 盔 DD 中 发 生 了 更 高 水 平 的 糖 异 生 反 应 。 并 
且 家 春 DD 胚胎 在 逐渐 进入 浪 育 的 过 程 中 卵黄 细胞 
向 四 周 移动 ,以 包围 状态 牢 牢 地 附着 在 胚 胎 上 ,进而 
引起 呼吸 及 其 他 生理 变化 的 强度 降低 (Zhai et al.， 
2016) ,在 此 情境 下 PEPCK 表达 水 平 的 升 高 可 导致 
调动 能 源 的 速度 减 慢 , 卵 内 的 代谢 以 能 量 的 合成 与 
贮存 为 主 。 卵 内 储备 的 能 量 越 多 ,家 符 胚 胎 在 恶劣 
环境 中 的 存活 时 间 就 越 长 。 

家 人 番 有 3 个 SDH 基因 , 即 BmSDH-1, BmSDH- 
2a 和 BmSDH-26, 均 位 于 家 看 第 21 号 染色 体 ,家 看 
卵 中 山 巢 醇 含 量 与 滞 育 的 发 动 和 解除 有 着 密切 的 关 
系 ( 朱 娟 等 , 2018) ,BmSDH-2a 与 BmSDH-25 不 论 是 
基因 结构 还 是 其 编码 蛋白 结构 都 有 很 高 的 相似 性 ， 
BmSDH-24 与 BmSDH-2b 的 同 源 性 高 达 96. 4% , 亲 
缘 关 系 很 近 ; 而 它们 与 BmSDH-1 的 同 源 性 只 
49.7% ,亲缘 关系 较 远 ,说 明 BmSDH-2a 和 BmSDH- 
2 可 能 具有 相似 的 生理 功能 ,而 BmSDH-1 则 存在 
较 大 差异 。 本 研究 中 ,对 BmSDH-1 基因 的 表达 水 平 
进行 了 检测 ,家 看 ND 和 IA 中 BmSDH-1 的 表达 水 
平 比 DD 中 的 上 调 ( 图 4) ,这 一 结果 可 能 与 糖 原 的 
生成 有 关 。ND 和 IA 的 豚 胎 发 育 过 程 中 需要 更 多 
的 SDH-1 ,将 山梨 醇 氧 化 为 D- 果 糖 ,参与 糖 代 谢 过 
程 的 中 间 反 应 ,产生 能 量 以 满足 胚胎 发 育 的 需要 。 
研究 表明 ,家蚕 在 滞 育 过 程 中 ,SDE-L 基因 的 表达 受 
到 抑制 , 糖 原 大 量 转 化 为 山梨 醇 , 并 在 滞 育 卵 中 积累 
起 来 。 山 梨 醇 可 与 胚胎 细胞 中 的 自由 水 结合 ,自由 
水 减少 ,使 所 有 的 活体 功能 停滞 ,从 而 抑制 代谢 水 平 
( Niimi et al., 1993 ) 。 滞 育 解除 时 由 于 细胞 分 裂 较 


























































































































快 ,需要 消耗 大 量 能 量 ,SDH 催化 山梨 醇 脱 氧 生成 
糖 原 , 糖 代谢 向 能 源 分 解 的 方向 进行 。 

海藻 糖 是 家 春 卵 重要 的 抗 冻 保 护 性 物质 ,TRE 
在 调节 体内 海藻 糖 含 量 方面 有 着 十 分 重要 的 作用 。 
在 本 研究 中 ,家 乔 ND 与 IA 中 BmTRE 的 mRNA 水 
平 高 于 DD 中 的 (图 5) ,推测 其 原因 可 能 与 葡萄 糖 
的 生成 有 关 。ND 和 IA 发育 过 程 中 需要 较 多 的 
TRE 将 海藻 糖 水 解 成 葡萄 糖 ,满足 肛 胎 发 育 需 要 。 
而 DD 的 海 菠 糖 含量 需要 在 豚 胎 进入 滞 育 后 维持 在 
较 高 水 平 ,从 而 为 次 年 解除 滞 育 后 豚 胎 发 育 提供 能 
量 , 同 时 提高 及 胎 的 抗 逆 能 力 。 人 研究 表明 ,当家 春 卵 
滞 育 被 解除 时 ,海藻 糖 会 在 TRE 的 催化 下 水 解 为 葡 
萄 糖 ,作为 能 源 物 质 直 接 被 豚 胎 发 育 利用 ,葡萄 糖 也 
可 作为 糖 酵 解 的 原料 进入 糖 酵 解 途径 ,为 胚胎 发 育 
提供 能 量 。 李 六 平等 (2000 ) 对 松针 瘦 蚊 的 研究 发 
现 , 其 越冬 幼虫 在 进入 灌 育 的 过 程 中 THRE 活性 较 低 
以 维持 体内 海藻 糖 较 高 含量, 当 滞 育 被 解除 时 ,TRE 
活性 则 升 高 ,以 分 解体 内 积累 的 海藻 糖 ,这 与 本 研究 
结果 相似 ,证 实 了 滞 育 解除 时 需要 TRE 分 解 海藻 
糖 。 张 顺 益 等 (2015 ) 对 桃 小 食心虫 Carposina 
nipponensis 进行 研究 , 发现 桃 小 食心虫 解除 湛 育 后 
TRE 活力 显著 升 高 ,这 些 结果 提示 家 春 沾 育 的 解除 
可 能 与 TRE 催化 海藻 糖 的 分 解 有 关 。 

综 上 所 述 ,不 同 发 育 命 运 的 在 卵 中 进行 代谢 的 
强度 和 类 型 不 同 , 清 育 命运 卵 主要 偏向 于 能 量 储备 ， 
更 多 的 进行 能 量 和 物质 的 贮存 代谢 ,而 非 滞 育 命运 
春 卵 由 于 胚胎 发 育 进程 较 快 ,更 多 的 进行 物质 分 解 
代谢 ,满足 胚胎 发 育 所 需 。 本 研究 对 糖 代 谢 相 关 酶 
在 看 卵 发 育 过 程 中 表达 水 平 变 化 的 揭示 将 有 助 于 对 
等 卵 滞 育 机 制 的 进一步 研究 。 
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